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IN THE DOWN-REGULATION OF CYTOKINE SYNTHESIS
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Streszczenie: Odpowiedź ostrej fazy wywołana przez infekcje, wzrost nowotworu czy zranienia powo­
duje uwolnienie wtórnych mediatorów. -cytokin, których roląjest przywrócenie homeostazy w organi­
zmie. Nadprodukcja cytokin prowadzić może do wielu chorób lub nawet śmierci. Dlatego też stale 
poszukiwane są związki będące inhibitorami syntezy cytokin. Celem niniejszej pracy jest charakterystyka 
działania rooperolu, SB203580 i partenolidu - trzech inhibitorów przekazu sygnału, które z jednej strony 
mogą być narzędziami do badania molekularnych mechanizmów regulacji metabolizmu komórki, a z 
drugiej mogłyby być przydatne jako leki przeciwzapalne. 
(Postępy Biologii Komórki 2001; Supl. 16: (15-22)

Słowa kluczowe: odpowiedź ostrej fazy, rooperol, SB203580, partenolid, cytokiny, kinaza p38

Summary: Acute phase response caused by infections, tumor growth and injuries results in the release of 
secondary mediators - cytokines, which serve to restore the organism’s homeostasis. Overexpression of 
the cytokines can lead to many diseases or even death. Therefore, substances with the ability to block 
cytokines’ synthesis are being constantly searched for. The aim of this paper is to characterize action of 
rooperol, SB203580 and parthenolide - the three signal transduction inhibitors, which, on the one hand, 
could be tools in the investigation of the molecular mechanisms of cell metabolism regulation and, on 
the other hand, might be useful as antiinflammatory drugs. 
(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 15-22)
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WSTĘP
Infekcje, zranienia czy wzrost nowotworu indukują serię reakcji miejscowych 

zwanych odpowiedzią ostrej fazy, w czasie której dochodzi do uwolnienia ko­
mórkowych mediatorów - cytokin. Wydzielone miejscowo cytokiny działają na 
inne komórki gospodarza prowadząc do reakcji systemowej manifestującej się go­
rączką, leukocytozą, zwiększonym poziomem hormonów i zmienionym składem 
białek osocza [13]. Cytokiny prozapalne IL-1, TNFa, IL-18 odgrywają kluczową 
rolę w pierwszych stadiach zapalenia [1]. Po związaniu do powierzchniowych re­
ceptorów na komórkach docelowych wywołują złożoną kaskadę sygnalizacyjną pro­
wadzącą do aktywacji wielu czynników transkrypcyjnych, wśród których za 
najważniejsze uchodzą NF-kB i AP-1. Czynniki te wiążą się do promotorów wielu 
genów odpowiedzialnych za rozwój późniejszych stadiów reakcji zapalnej, np. m. in. 
cytokin z rodziny IL-6 [2]. W komórkach wątroby, pod wpływem IL-6 związanej 
do powierzchniowych receptorów, obserwuje się zmiany w produkcji białek osocza 
zwanych białkami ostrej fazy. W proces ten zaangażowana jest kinaza JAK oraz 
czynniki transkrypcyjne z rodziny STAT [10]. 

Reakcja ostrej fazy jest fizjologicznym procesem służącym przywróceniu ho­
meostazy w organizmie. W niektórych przypadkach dochodzi jednak do nadprodukcji 
cytokin lub do chronicznego stanu zapalnego. To może być przyczyną destrukcji 
tkanek, wielu chorób, np. reumatoidalnego zapalenia stawów, astmy lub nawet 
śmierci (np. w szoku septycznym).  .  •. 

Stale poszukuje się związków o działaniu przeciwzapalnym, które-mogłyby zostać 
wykorzystane w farmakologii. Intensywne badania prowadzi się nad cytokinami 
przeciwzapalnymi, które hamują reakcję zapalną. Od dawna jako leki stosowane 
są też glukokortykoidy. Związkami hamującymi odpowiedź ostrej fazy okazały 
się substancje pochodzenia roślinnego stosowane w ludowej medycynie różnych 
krajów. Potencjalnymi lekami przeciwzapalnymi wydają się być syntetyczne in­
hibitory przekazu sygnału w komórkach zaangażowanych w rozwój reakcji zapalnej 
[14]. 

ROOPEROL
Południowoafrykańska roślina Hypoxis rooperi stosowana od dawna w afry­

kańskiej medycynie ludowej jest źródłem dikatecholu zwanego rooperolem. Związek 
ten wykazuje działanie przeciwzapalne i przeciwnowotworowe, stąd zainteresowanie 
naukowców zmierzające do wyjaśnienia mechanizmów działania na poziomie mo­
lekularnym oraz potencjalnych zastosowań jako składnika leków. 

W badaniach stosuje się estry rooperolu, najczęściej dwu- i czterooctan (rys. 
1). Estryfikacja zapobiega niekorzystnemu efektowi: możliwości tworzenia się hy- 
dronadtlenków lipidów w obecności jonów metali przejściowych i rooperolu. Estry-
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RYSUNEK 1. Czterooctan rooperolu

fikacja zwiększa również chemiczną stabilność cząsteczki. Forma aktywna inhibitora 
uwalniana jest w komórkach przy udziale esteraz wewnątrzkomórkowych [3].

W wysokich stężeniach rooperol okazał się być inhibitorem lipooksygenazy [21]. 
W stężeniach poniżej 10 p.M wywołuje inne efekty bez hamowania aktywności 
lipooksygenazy. Obserwuje się hamowanie produkcji NO w makrofagach i ko­
mórkach śródbłonkowych [3]. Zahamowaniu ulega też synteza IL-ip, TNFa i IL-6 
w ludzkich i szczurzych makrofagach płucnych oraz monocytach krwi. Podobnie 
zahamowanie produkcji IL-10, TNFa i IL-6 na poziomie mRNA i białka ob- 

. serwowano w monocytamej linii U937 [8].
Wykazano zahamowanie aktywacji czynników transkrypcyjnych NF-kB i AP-1 

w obecności rooperolu [8]. Przyjmuje się, że w aktywacji tych czynników w ko­
mórkach stymulowanych cytokinami prozapalnymi, czynnikami stresowymi oraz 
lipipolisacharydem generowane są reaktywne formy tlenu jako wtóme przekaźniki 
sygnału [20]. Rooperol charakteryzuje się własnościami oksydoredukcyjnymi, dla­
tego też jednym z proponowanych mechanizmów działania jest jego rola jako anty- 
oksydanta zmiatającego wolne rodniki tlenowe. Dane te jednak wymagają dalszego 
potwierdzenia.

Rooperol hamuje ekspresję indukowalnej syntazy tlenku azotu iNOS i białek 
adhezyjnych VCAM-1 w komórkach śródbłonka stymulowanych TNFa i IFNy. 
VCAM-1 służy jako molekuła adhezyjna dla monocytów. Przedłużona ekspresja 
białek adhezyjnych podczas stanu zapalnego może doprowadzić do uszkodzenia 
komórek endotelialnych. Zahamowanie ekspresji VCAM-1 wydaje się być efektem 
korzystnym również z powodu zahamowania rekrutacji leukocytów, w tym eo- 
zynofili, do płuc.

Molekularne mechanizmy działania rooperolu nie są znane i wymagają dalszych 
badań. Zakłada się możliwość hamowania kilku procesów w komórkach w wyniku 
działania na różnych etapach przekazu sygnału. Prawdopodobnie hamowany jest 
etap inicjacji transkrypcji, nie można też wykluczyć wpływu inhibitora na inne 
procesy, jak np. aktywacja kinaz białkowych czy wpływ na stabilność mRNA [8].

Dzięki temu, że rooperol hamuje produkcję cytokin prozapalnych bez wyraźnego 
wpływu na całkowitą syntezę białka, metabolizm i żywotność komórek, wydaje 
się być potencjalnym składnikiem leków przeciwzapalnych. Hamowanie syntezy 



18 A. ZARĘBSKI

iNOS mogłoby być wykorzystane także w leczeniu astmy, ponieważ uwalnianie 
tlenku azotu odgrywa istotną rolę w patogenezie tej choroby [8].

SB203580

Firma farmaceutyczna SmithKline Beecham Pharmaceuticals wyprodukowała sze- 
których SB2O358O okazał się 
być czynnikiem przeciwza­

reg syntetycznych inhibitorów kinaz białkowych, z

RYSUNEK 2. Pirydynyloimidazol SB203580

palnym. Inhibitor ten o stru­
kturze pirydynyloimidazolu 
(rys. 2) z dużą swoistością ha­
muje aktywność kinazy p38 z 
rodziny kinaz MAP [16] (tab. 
1).

Do grupy kinaz p38 zwanej 
też CSBP lub SAPK2 zalicza­
ne są co najmniej cztery izo- 
formy a, (3, y i 5. Wszystkie 
wykazują ok. 60-70% homo- 

logii sekwencji aminokwasowej, a i 0 są powszechne, a y charakterystyczna jest
dla mięśni szkieletowych. Wspólną cechą strukturalną izoform jest występowanie 
12-aminokwasowej pętli z motywem TGY. Cytokiny prozapalne, lipopolisacharyd
oraz stres komórkowy uruchamiające kaskadową 
aktywację kinaz białkowych prowadzą do fo­
sforylacji tyrozyny i treoniny w pętli aktywa­
cyjnej. Forma nieufosforylowana kinazy nie 
wiąże ATP, związanie następuje dopiero po akty­
wacji. Inhibitor SB203580 konkuruje z ATP o 
miejsce wiązania w centrum aktywnym wiążąc 
się z jednakowym, wysokim powinowactwem 
zarówno do formy nieufosforylowanej, jak i ufo- 
sforylowanej kinazy [16].

Inhibitor SB203580 hamuje specyficznie tyl­
ko aktywność izoform a i 0 kinazy p38 bez 
wyraźnego wpływu na aktywność pozostałych 
izoform czy też innych kinaz białkowych.

SB203580 hamuje produkcję IL-1 i TNFa w 
makrofagach stymulowanych LPS. Zahamowa­
nie obserwuje się na poziomie translacji bez 
wpływu na transkrypcję mRNA [17]. Podobnie 
zahamowanie syntezy IL-4, IL-5, IL-13 i TNFa 

TABELA 1. Profil wrażliwości kinaz 
białkowych na SB203580 (wg [16], 
zmodyfikowane)

Kinaza SB2O358O (IC50, 
nM)

p38a 48
p38ß 50
p38y >10000
p385 >10000
JNK1 -5000
JNK201 280
JNK2a2 1900
ERK2 >100000
PKA 83000
PKC02 >50000
MAPKAP2 >10000
c-Raf 360
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na etapie translacji stwierdzono w limfocytach T [14]. Wykazano, że kinaza p38 
zaangażowana jest w fosforylację białka o masie 37-40 kDa związanego do regionu 
zawierającego sekwencję AUUUA na 3’ końcu mRNA cytokin, np. IL-1, TNFa 
[16]. Białko to warunkuje stabilność mRNA, przypuszcza się też, że może ono 
oddziaływać z 5’ końcem uczestnicząc w inicjacji translacji. Zahamowanie aktyw­
ności kinazy p38 powoduje akumulację transkryptu bez inicjacji translacji [18].

Inny mechanizm obserwuje się w przypadku hamowania syntezy IL-6 w fi- 
broblastach stymulowanych IL-1 i TNFa [4], oraz uwalniania IFNy i IL-10 przez 
limfocyty T [14]. Zahamowanie odbywa się na etapie inicjacji transkrypcji. Kinaza 
p38 bierze udział w fosforylacji czynników transkrypcyjnych, np. ATF2, białka 
Hsp 27 [16] oraz TBP (TATA binding protein) wiążącego się do sekwencji TATA 
box [6]. Zahamowanie fosforylacji uniemożliwia związanie się czynników trans­
krypcyjnych i innych białek regulatorowych do regionów promotorowych genów 
cytokin. Kinaza p38 wydaje się nie mieć bezpośredniego wpływu na aktywację 
NF-kB [11], jednak fosforylacja TBP jest niezbędna do inicjacji transkrypcji oraz 
do oddziaływania innych białek z NF-kB, stąd też obserwuje się zahamowanie 
syntezy białek pozostających pod kontrolą NF-kB w obecności SB203580 [6].

Ostatnie dane sugerują udział kinazy p38 w szlaku aktywacji czynników STAT 
przy udziale IL-6 w komórkach wątroby. Kinaza p38 wydaje się być także zaan­
gażowana w modulację syntezy białek ostrej fazy [22].

Zdolność SB203580 do hamowania produkcji NO w chondrocytach stymulo­
wanych IL-1 wskazuje na potencjalną możliwość zastosowań do leczenia reuma­
toidalnego zapalenia stawów [16]. Poza tym inhibitor ten jest szeroko stosowany 
do badania funkcji kinazy p38, która reguluje wiele istotnych procesów metabo­
licznych w komórce.

PARTENOLID

Partenolid jest związkiem występującym 
skiej rośliny Tanacetum parthenium. 
Wcześniej przebadane zostało 54 gatunki 
roślin rosnących w Meksyku i stosowanych 
do leczenia chorób o charakterze zapalnym. 
Głównym składnikiem leczniczym kilku z 
nich okazały się być laktony seskwiterpe- 
nów. Do tej grupy należy także partenolid 
[5].

Cząsteczka partenolidu zawiera trzy 
charakterystyczne motywy: pierścień epo­
ksydowy, pierścień laktonowy z grupą 
egzometylenową oraz pierścień izoprenoi- 

obficie w soku południowoamerykań-
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dowy (rys. 3). Strukturą kluczową, warunkującą inhibitorowe własności partenolidu 
wydaje się być pierścień laktonowy z grupą egzometylenową. Wraz z pierścieniem 
izoprenoidowym tworzy on tzw. „reaktywny system Michaela”, który łatwo reaguje 
z resztami nukleofilowymi [9]. Proponowanym mechanizmem działania partenolidu 
jest nieodwracalne wiązanie się do grup -SH cystein w łańcuchu polipeptydowym. 
Cząsteczkami targetowymi wydają się być kinazy białkowe z grupy kinaz MAP, 
leżące w centrum szlaków przekazu sygnału od różnych czynników wzrostowych, 
cytokin i hormonów. Stwierdzono zależne od dawki hamowanie aktywności kinazy 
p38, ERKI i ERK2 oraz JNK1 w obecności mikromolowych stężeń partenolidu. 
Ten mechanizm potwierdzają doświadczenia z użyciem ditiotreitolu, P-merkapto- 
etanolu i L-cysteiny, które jako donory grup -SH znoszą inhibitorową aktywność 
partenolidu [12].

Wykazano hamowanie syntezy indukowalnej cyklooksygenazy (COX-2) oraz 
IL-1 i TNFa w obecności partenolidu w szczurzych makrofagach alweolarnych 
stymulowanych LPS [12]. Proces ten zachodzi na etapie aktywacji NF-kB. Eks­
perymenty wskazują, że partenolid hamuje fosforylację, dysocjację i degradację 
w proteasomie inhibitora IkB. Partenolid nie wykazuje własności antyoksydanta, 
nie blokuje też wiązania aktywnego NF-kB do regionów promotorowych genów. 
Zahamowanie odbywa się prawdopodobnie na etapie kaskady kinaz białkowych 
prowadzących do fosforylacji inhibitora IkB i aktywacji NF-kB [9].

Udowodniono również wpływ partenolidu na zahamowanie syntezy białek ostrej 
fazy w komórkach wątroby. Pod wpływem partenolidu następuje zahamowanie 
fosforylacji tyrozyny STAT 3 w komórkach HepG2 stymulowanych onkostatyną 
M. To zapobiega dimeryzacji czynników STAT i ich migracji do jądra komórkowego. 
Prawdopodobnie partenolid hamuje aktywność kinazy JAK bądź innych białek mo­
dulujących jej aktywność [19].

Przeciwzapalne działanie partenolidu związane jest z hamowaniem produkcji 
cytokin prozapalnych pozostających pod kontrolą NF-kB, oraz hamowaniem syntezy 
białek ostrej fazy regulowanych przez czynniki STAT. Doniesiono, że partenolid 
znalazł zastosowanie jako składnik leku przeciw migrenie [9]. Konieczne są jednak 
dalsze badania prowadzące do wyjaśnienia molekularnych mechanizmów działania 
partenolidu oraz możliwości jego zastosowań terapeutycznych.

WNIOSKI KOŃCOWE

Opisane powyżej inhibitory przekazu sygnału wewnątrzkomórkowego są nie­
zwykle przydatne do wyjaśnienia mechanizmów regulacji metabolizmu i ekspresji 
genów. Jest prawdopodobne, że mogą one także znaleźć zastosowania jako po­
mocnicze leki w niektórych schorzeniach zapalnych.
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